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1.1. Quorum sensing (QS) 
1.1.1. 概要 
細菌は，他の多くの生き物と同様に相互にコミュニケーションをとり，コミュニティー











年代まで遡る．生物発光細菌である Vibrio (Photobacterium) fischeriをフラスコ中で培養し
たときに，培養初期では全く発光を示さないにもかかわらず，対数増殖期後期から急激に
発光を示すことに関心が寄せられ，この現象は遺伝子レベルにおける「自己誘導」である





1980 年代に入り，V. fischeri の培養上澄み液より AI が分離・精製され，それが AHL の
一種である 3OC6-HSL (N-3-oxohexanoyl-L-homoserine lactone)であることが初めて確認され












た．その先駆けとして LuxR の同族体では，Pseudomonas aeruginosa について LasR が[11]，
Agrobacterium tumefaciens について TraR が[12]，それぞれ発見された．それに関連した AI
の研究も進み，両者とも V. fischeriが生産する AHLと類似したシグナルを生産することや，
それが LuxIの同族体によって合成されていることが明らかとなった．P. aeruginosaについ
ては，少なくとも 2 種類の AI によって QS 制御が行われていることも判明した[13]．1990
年代半ばまでには，Erwinia cartovoraや Rhizobium leguminosarum，E. coliなどの細菌につ
いても LuxI/LuxR システムに相同の制御機構が確認されている[14]．これらの同族体につい
てのレビューにおいて，”Quorum Sensing”という用語が初めて使用された[14]． 
























7-hydroxyindole は Eschericha coli O157:H7 株のバイオフィルム形成を抑制する一方，P. 
aeruginosaのバイオフィルム形成を促進する[19]． 
Bacillus subtilis の生産する surfactin などの小分子は，細胞膜からのカリウム漏出を誘導
することで，バイオフィルム形成にかかわる遺伝子発現を制御する膜タンパク質キナーゼ
(KinC)の活性を促進する[20]．細菌が分泌するこれらの小分子を Shrout らは Natural Small 
Molecule (NSM)と定義している[16]．同様の効果は Streptomyces noursei が生産する nystatin
によっても確認された[20]．KinC の活性は NSMによるカリウム漏出によって制御されるだ
けでなく，カリウム漏出機能を持たないリポペプチド化合物 bacillomycin D によっても活
性化されており（詳しい機構は不明）[21]，この遺伝子発現の制御にカリウム漏出が必須で
ないことが分かる． 
Diffusable Signal Factor (DSF)は Xanthomonas spp.などの細菌で用いられる長鎖脂肪酸の
シグナル物質である[22]．X. campestrisでは複数の遺伝子が DSFを介して正または負に制御
されており，EPSの生産や凝集，バイオフィルムの形成や脱離に影響を与える[23]． 
P. aeruginosa は AHL を介して QS 制御を行う代表的な細菌であるが，AHL 以外にも
2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (Pseudomonas Quinolone Signal, PQS)を生産し，バイオフィル
ム形成を制御するとともに，脱窒にも寄与することが知られている[24]． 




































ル鎖は通常 C4 ~ C18の範囲で合成され，これに 3-oxo体や 3-hydroxy体のほか，鎖末端が
メチル化されたものや鎖が不飽和化したものが存在する[25]．上記 AHL のうち，いくつか
の構造式を Fig. 1-2 に示す． 
このように，AHL の種類は複数存在し，その表記の仕方も論文によって様々である．
AHL 自体，acyl-HSL[1]や AI-1[17]と表記する論文もある．また，アシル鎖の炭素数が 10 の
























Fig. 1-2 Chemical structure of representative AHLs 
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1.1.5. AHLによる QS制御機構 







例として，Iタンパク質により生産された AHLが R タンパク質と結合し，それが遺伝子転
写を活性化させる V. fischeriの LuxI / LuxR システムが挙げられる． 
LuxR…250ほどのアミノ酸からなり，N末端から 160ほどのアミノ酸で構成されたポリ




LuxI…LuxIタンパク質は 193のアミノ酸からなり，N 末端から 25 ~ 104の間がアミド結
合形成用の活性サイトとして機能する．この部位が acyl-acyl carrier protein (acyl-ACP)およ
び S-アデノシルメチオニン(S-adenosylmethionine, SAM)の結合に関与する．前者のアシル鎖
部が SAM とアミド結合を形成し， acyl-SAM となる．その後， SAM より
5’-methylthioadenosine (MTA)が切り離される．残った部分がラクトン環を形成し，AHLと
なる． 
これとは逆に，Pantoea stewartiiの EsaI / EsaRシステムでは AHLと結合した Rタンパク
質が遺伝子転写を抑制する．P. aeruginosa の QS 制御は広く研究されており，複数のシス
テムが存在することが知られている．現時点では，3OC12-HSLを生産し，それにより制御
される LasI / LasR システムと，C4-HSLを生産し，それにより制御される RhlI / RhlRシス
テムに加え，外部からの AHLによっても転写が活性化される QscR システムの存在が判明
している．さらに，LasI / LasR システムの活性化により RhlR タンパク質が生産され，そ









































1.2. Quorum Quenching (QQ) 
1.2.1. 概要 
QS が AHL を介して制御されていることから，何らかの方法で AHL のはたらきを抑止
することで QS を阻害することができる．近年ではこの阻害に関する現象を総称して
Quorum Quenching (QQ)と呼ぶことが多い．前節で示したとおり，医学，薬学，環境工学等
の応用科学分野における QS 制御において，QQ 技術の活用は非常に重要であるといえる．
また，自然界においては高等植物や微生物が他の微生物集団のはたらきを制御するために
QQ を活用している可能性が示唆されている．本節では AHLを介した QS を対象に，それ




QS は AHL などのシグナル物質が R タンパク質に結合することで，その後の転写活性
へと繋がるため，AHLの結合部位が立体的に阻害されていれば結合は起こらず，QS も不
活性のままとなる．これを狙い，AHLを包接化することで QQ が可能である． 
本研究グループでは，シクロデキストリン(Cyclodextrin, CD)が AHLを包接することに
より QSを阻害する[29]ことを示し，さらに CDの修飾化合物を合成し，それを包接剤とし














AHL を不活性化することができる．AHL 分解反応として，現在までに AHL ラクトナー
ゼと AHL アシラーゼによる分解反応が報告されている．これについては第 4 章に記す．
また，修飾反応としてオキシダーゼやオキソリダクターゼによるものがある．Bacillus 
megaterium CYP102A1株が有するオキシダーゼによる生成物のQS活性は完全にはなくな
らないが，元の AHLと比べて 18分の 1程度にまで下落したとする報告がある[35]．また，




1.2.2.4. その他の QQ手法 



























比率を大雑把に平均すると，農業用水が約 70%，工業用水が約 20%，生活用水が約 10%で
ある．このうち，農業用水の使用量は 2050 年までに 20%増加すると見込まれている（効
率の改善がない場合）．また，工業用水のうち，75%（すなわち全体の 15%）はエネルギー
































































いる嫌気流動床(Anaerobic Fluid Bed, AFB)法や担体を用いずに自己造粒化したグラニュー
ル汚泥を用いる上向流式嫌気汚泥床(Upflow Anaerobic Sludge Blanket, UASB)法がある． 
③. 高度処理 
1960 年代後半より，活性汚泥法を用いたリン成分の除去に関する報告がなされるよう
になってきた．1967 年にアメリカの San Antonio（テキサス州）の汚水処理場におけるリ
ン除去の現象が観測され[40]，以降，Baltimore（メリーランド州）[41]や Los Angeles（カリ
フォルニア州），Tuscon（アリゾナ州）でも同様の現象が観測された．当初はその原理と
して諸説存在したが，現在ではポリリン酸蓄積細菌(Polyphosphate Accumulating Organisms, 
PAOs)によるリンの過剰接種現象が関与していることが知られている．基本的に PAOs は
嫌気条件と好気条件を交互に実施することにより優占する．この考え方を元にした嫌気
好気 (Anaerobic-aerobic, AO) 法により，汚水中のリンと有機物を同時に除去することがで
きる． 
上記の方法では窒素成分を十分に除去することができないため，これをさらに改良し
た嫌気無酸素好気(Anaerobic Anoxic Oxic, A2O)法が開発された．AO 法および A2O 法の模






















































酸素要求量(Biological Oxygen Demand, BOD)や浮遊粒子(Suspended Solid, SS)，溶存酸素量





















































が挙げられる．結果として，上述の 10 年の間に膜製造コストは 10 分の 1 に，単位処理





















平成 23年 3月には大規模施設（60,000 m3/d）である大阪府堺市三宝下水処理場で供用が
開始された．これはわが国初の大規模施設における改築となっている． 



































1.4.2. 活性汚泥と QS 








を単離し，QS に関与する細菌として AHL 合成細菌と AHL 分解細菌のスクリーニングを
実施した．スクリーニングした菌について，PCRにより 16S rRNA 遺伝子を増幅して塩基
配列を決定し，国際塩基配列データベースを用いて細菌種を同定した．AHL合成細菌およ








































































Aki Ken Kin Nas Omo Ooi Uzu




Total 17 15 4 9 12 21 29 100.0%
Sites
Closest genus percentage
Aki Ken Kin Nas Omo Ooi Uzu
Acinetobacter 1 3 1 7 2 4 3 45.7%
Pseudomonas 3 3 13.0%
Klebsiella 5 1 2 1 19.6%
Comamonas 1 1 4.3%
Stenotrophomonas 1 2.2%
Staphylococcus 1 1 4.3%
Bacillus 2 4.3%
Chryseobacterium 1 1 1 6.5%
Total 8 9 3 10 3 10 3 100.0%
Sites
Closest genus percentage
Table 1-1 AHL producing bacteria isolated from activated sludge 





AHL 合成細菌および AHL 分解細菌に着目し，これらの細菌の QS 制御機構の把握および
QS 制御による機能変化の解析を行った．第 3 章では AHL 合成細菌として Aeromonas 属細
菌に着目し，この細菌が工場排水にも多数存在していることから排水処理における膜ファ
ウリングとの関係を解析した．また，第 4章では AHL分解細菌として Acinetobacter属細菌
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本研究に用いた菌株およびプラスミドを Table 2-1に示す． 
 
Table 2-1 Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Description Source 
Escherichia coli     
    DH5α F- supE44 DlacU169 (j80 lacZDM15) Nippon Gene 
 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
 
    S17-1 λpir thi pro hsdR hsdM+ recA RP4 2TC :: Mu-Km :: Tn7 Simon et al. [1] 
Chromobacterium violaceum 
  
    CV026 ATCC 31532 derivative, cviI :: Tn5xylE Kmr, Smr McClean et al. [2] 
    VIR07 ATCC 12472 derivative, cviI :: Kmr, Apr Morohoshi et al. [3] 
Aeromonas hydrophila 
  
    R2 AHL producer isolated from industrial AS process This study 
Acinetobacter sp. 
  
    Ooi24 AHL-degrading strain isolated from AS This study 




    PAO1 Wild-type strain Holloway et al. [4] 
Plasmids 
  
    pJP5603 Suicide vector, Kmr Penfold et al. [5] 
    pUC118 Cloning vector, Apr Takara Bio 
    pAO24-1 5,356-bp Sau3AI fragment from Ooi24 genomic DNA in pUC118 This study 
    pGEM-T easy Cloning vector, Apr Promega 
    pGEM-amiE pGEM-T easy containing amiE from Ooi24 This study 
    pLas28 pSTV28 vector containing lasI and lasR from PAO1; Cmr 
 
    pBBR1MCS5 Broad host range cloning vector; Gmr Kovach et al. [6] 
    pBBR1-ahlS pBBR1MCS5 containing ahlS from Solibacillus silvestris StLB046 Morohoshi et al. [7] 







本研究に用いた試薬類を Table 2-2に示す． 
 
Table 2-2 Chemical reagents used in this study 
Reagent Usage Manufacturer 
BACTERIOLOGICAL PEPTONE LB medium Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd. 
YEAST EXTRACT LB medium Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co., Ltd. 
Sodium chloride LB medium Kanto Chemical Co., Inc. 
Agar powder LB medium Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 
R2A Broth R2A medium Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 
Agarose LE Electrophoresis Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 
Tris Acetate EDTA Electrophoresis Nippon Gene Co., Ltd. 
Mag Extractor DNA extraction TOYOBO Co., Ltd. 
C4-HSL AHL standard for TLC, etc. Synthesized in our Lab. 
C6-HSL AHL standard for TLC, etc. Synthesized in our Lab. 
C7-HSL AHL standard for TLC Synthesized in our Lab. 
C8-HSL AHL standard for TLC, etc. Synthesized in our Lab. 
C10-HSL AHL degrading experiment Synthesized in our Lab. 
C12-HSL AHL degrading experiment Synthesized in our Lab. 
3OC6-HSL AHL degrading experiment Synthesized in our Lab. 
3OC8-HSL AHL degrading experiment Synthesized in our Lab. 
3OC10-HSL AHL degrading experiment Synthesized in our Lab. 
3OC12-HSL AHL degrading experiment Synthesized in our Lab. 
Acetonitrile HPLC Kanto Chemical Co., Inc. 
Dimethylsulfoxide AHL solvent Kanto Chemical Co., Inc. 
Ethanol Washing, etc. Kanto Chemical Co., Inc. 
2-Propanol Chromosome extraction Kanto Chemical Co., Inc. 
Ethyl Acetate AHL extraction Kanto Chemical Co., Inc. 
Methanol AHL extraction Kanto Chemical Co., Inc. 
1 N HCl AHL restoration Kanto Chemical Co., Inc. 
Crystal Violet Biofilm staining Kanto Chemical Co., Inc. 
FilmTracerTM LIVE/DEAD Biofilm staining Molecular Probes, Inc. 
  Biofilm Viability Kit 
  
2xLigation Mix DNA ligation Wako Pure Chemical Industries, Ltd. 




Reagent Usage Manufacturer 
GoTaq Green Master Mix PCR Promega 
BigDye Terminator ver 3.1 PCR Applied Biosystems 
Blend Taq -Plus- PCR TOYOBO Co., Ltd. 
Nucleospin Gel and PCR Clean-up DNA purification Takara Bio Inc. 
 
2.3. 使用機器 
本研究に用いた機器類を Table 2-3に示す． 
 
Table 2-3 Devices used in this study 
Device Model number Manufacturer 
Shaking incubator EYELA FMC-1000,  Tokyo Rikakikai Co., Ltd. 
 
EYELA MULTI SHAKER MMS Tokyo Rikakikai Co., Ltd. 
 
M･BR-022UP TAITEC Co., Ltd. 
Centrifuge Centrifuge 5415D Eppendorf AG. 
 
KINTARO-24 TOMY Seiko Co., Ltd. 
Cooled centrifuge MX-300 TOMY Seiko Co., Ltd. 
Autoclave SX-700 TOMY Seiko Co., Ltd. 
 
LSX-300 TOMY Seiko Co., Ltd. 
Clean bench NK System MB-850 NK System 
 
MCV-711ATS SANYO Electric Co., Ltd. 
Thermal cycler PC802 ASTEC Co., Ltd. 
 
GeneAtlas G02 ASTEC Co., Ltd. 
Sequencer BigDye Terminator ver. 3.1 and Applied Biosystems 
 
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer 
 
Vortex mixer VORTEX-GENIE 2 Mixer M&S Instruments Inc. 
Block incubator BI-525A ASTEC Co., Ltd. 
 
EYELA MG-1200 Tokyo Rikakikai Co., Ltd. 
Microplate spectrophotometer SpectraMaxPlus-UK Molecular Devices Co. 
Electrophoresis Mupid-2X Takara Bio Inc. 
 
WSE1710 Submerge-Mini ATTO Corporation 
Electroporator MicroPulser Bio-Rad Laboratories, Inc. 
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Fig. 3-1  Life cycle of biofilm formation 
Once bacterium attaches to the surface, it grows proliferously on the surface, forming 
microcolonies and eventually 3-dimensional structures.  Dispersion occurs at certain 
condition such as in the lack of oxygen and other nutrition, or when particular signal 
































































































































ファウリング抑制を評価した報告によると，Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 













イオフィルムの脱離に効果を示している．NO 供与体の例として，sodium nitroprusside, 






も述べたとおり，これは Quorum Quenching (QQ)と呼ばれる．これについては本研究のメ
インテーマのひとつであるため，次節で詳しく述べる． 
 

























した研究例は数多く存在する．例として，Serratia liquefaciensの AHL合成遺伝子 swrIの
破壊によるスウォーミング運動性の低下とそれに伴うバイオフィルム構造の変化[28, 29]，
A. hydrophilaの QS制御システム ahyI/ahyRの破壊によるバイオフィルム構造の変化[30]，









顕微鏡(Light Microscopy)による観察のほか，落射蛍光顕微鏡(Epifluorescence Microscopy, 
EFM)，透過型電子顕微鏡(Transmission Electron Microscopy, TEM)，走査型電子顕微鏡
(Scanning Electron Microscopy, SEM)，環境走査電子顕微鏡(Environmental Scanning Electron 
Microscopy, ESEM)，原子間力顕微鏡(Atomic Force Microscopy, AFM)，走査型透過 X線顕
微鏡(Scanning Transmission X-ray Microscopy, STXM)などによる観察が挙げられ，目的や対
































3.2. サンプリングと AHL合成細菌スクリーニング 
3.2.1. 菌のサンプリングと単離 
本実験で用いた菌サンプルは，活性汚泥処理を行う工場内の下水より採取した．工場の













左下方部に短鎖 AHLレポーター株である Chromobacterium violaceum CV026株を，右下方













Fig. 3-2  Flow diagram of industrial wastewater treatment system 
Bacterial strains were isolated from three different wastewater samples: Raw Water, 















結果を Table 3-1に示す．第 1章にて，栃木県内 7ヶ所の浄化センターの活性汚泥から単
離した AHL合成細菌は 95%以上が Aeromonas 属細菌であったことを紹介したが，本実験
で採取した工場内下水からも同様に高い割合で Aeromonas属細菌が単離された．このうち，
















Fig. 3-3  Screening of AHL-producing strain using 96-well plate 
Isolated colonies were inoculated into each well of the plate containing LB agar medium.  
Two types of AHL reporter strains, CV026 and VIR07, were inoculated afterwards in 
each of the well.  Isolated colonies were selected as an AHL producing strain in the case 
when either one of (or both of) the strains exhibit violacein production. 






Treated water 1 10
Raw water 27
Treated water 1 53
Treated water 2 23
Treated water 1 1
Treated water 2 26
Aeromonas jandaei Treated water 2 1 1









A. hydrophila R2株（以下，単に R2株とする）より染色体を抽出し，AHL合成遺伝子を
PCRで増幅し，これをクローニングベクターpGEM-T easyへライゲーションした．ここか
ら AHL合成遺伝子の内部配列をプライマー：5’-TCT GCA TGC AGC TTT ATC GCT TTC 







まず，作製した AHL合成遺伝子破壊株を R2野生株とともに AHLレポーター株 CV026
および VIR07と LB寒天培地上でクロスストリーキングし，violacein生産を確認した．そ




















R2 野生株とストリーキングさせた CV026 株が violacein 生産を示した．これより，R2
野生株が短鎖 AHLを生産していることが確認できた．また，AHL合成遺伝子破壊株とス












Fig. 3-4  Cross-streaking of R2 strain and AHL reporter strains 
AHL production of R2 wild type strain and its ahyI mutant strain was confirmed by AHL 
reporter strains CV026 and VIR07.  AHL reporter strains exhibited no violacein 






用いた．AHL標準溶液として，あらかじめ合成した C4-HSL, C6-HSL, C7-HSL, C8-HSLの
混合溶液を用いた．プレート下部の 2 点に上澄み抽出サンプルと AHL 標準溶液サンプル
をそれぞれ 1 L滴下し，デシケーター中の展開溶媒に浸して分離を開始した．約 50 min
経過後，プレートを取り出し，LB液体培地(4 mL)で一晩培養した CV026株(30°C)を含ませ
た LB培地(50 mL, 0.3% agar)をプレート上に噴霧した．このプレートを一晩培養(30°C)し，
翌日に CV026株による violacein生産の有無を確認した． 
結果を Fig. 3-5に示す．Aが R2野生株の結果であり，Bが AHL合成遺伝子破壊株の結
果である．それぞれ左側に AHL標準溶液を，右側に菌体の培養液から抽出した AHLをプ
レート下方に滴下し，展開溶媒で分離した後に violacein生産を確認したものである．これ




















Fig. 3-5  AHL detected by thin layer chromatography 
(A) Result of R2 wild type strain, and (B) result of ahyI mutant strain.  Violacein spots on 
the left side of each plate are the result of standard AHL solution.  Four violacein spots 
indicate C4-HSL, C6-HSL, C7-HSL, and C8-HSL, from top to the bottom, respectively.   























際の R2野生株および AHL合成遺伝子破壊株の増殖曲線の確認を行った． 
実験は，定常期まで前培養した R2野生株および AHL合成遺伝子破壊株を新たな LB液
体培地(4 mL)に 1%量を投入(40 L)し振とう培養したものを，一定時間ごとに採取(100 L)
して滅菌水(900 L)で希釈し OD600を測定した．C4-HSLは以降のバイオフィルム形成試験
の水準と同様，最終濃度が 10 Mとなるように添加した．結果は Fig. 3-6および Fig. 3-7




























phenomenon component constituent factor operating factor
biofilm formation attachment surface attachment surface hydrophilicity material selection
roughness surface modification
shape
bacteria cell membrane hydrophobicity relevant gene deletion
flagella mortality
fimbriae
biomolecule AHL type of substance AHL-producing gene deletion
concentration
AI type of substance
concentration
biosurfactant type of substance
concentration
EPS type of substance relevant gene deletion
concentration
extracellular nucleic acid concentration
polypeptide type of substance
concentration
liquid medium water flow rate alternative experiment system
flow volume (static, stirred, flow)
temperature temperature regulation
dissolved oxygen concentration aeration
carbon source type of substance alternative medium composition
concentration
nitrogen source type of substance other substance addition
concentration
other inorganic substance type of substance
concentration



































Fig. 3-6 Bacterial growth of R2 wild type strain 







R2A液体培地 900 L中に 9L（1%相当）を接種した．これを 96穴マイクロタイタープ
レートのウェルに 100 Lずつ分注した．この際，プレート 1列分のウェルを 1水準用とし
て用いた(8 wells, 800 L)．AHL合成遺伝子破壊株についても同様の操作を行い，条件によ
っては C4-HSLを最終濃度 10 Mとなるように投入した．また，コントロールとして R2A
液体培地のみの水準を用意した．分注が終了したプレートはインキュベーター中に静置
(30°C, ~24 h)し，バイオフィルムを形成させた． 
培養後，インキュベーターからプレートを取り出し，各ウェルに 0.1%クリスタルバイオ




マイクロプレートリーダーを用いて波長 595 nmにおける吸光度を測定した． 
 
3.5.2. 実験結果と考察 




































Fig. 3-8  Biofilm formation of R2 strain within 24 h incubation 
Result of biofilm formation on 96-well plates.  Biofilm formation was accelerated in the 
existence of C4-HSL during 5 ~ 8 h period.  In such conditions, dispersal took place 
after 10 h has passed.  Biofilm formation of R2 ΔahyI strain was relatively low 








意し，培養した R2 野生株を 100L（1%相当）投入した．ここにクリップを用いてカバ
ーガラスを挟み，Fig. 3-9に示すとおりに吊るしてカバーガラスの一部が浸るようにした．
この状態でインキュベーター中に静置(30°C, ~120 h)し，バイオフィルムを形成させた．
AHL 合成遺伝子破壊株の試験やその際の C4-HSL の添加については前節と同様に実施し



















培養後，カバーガラスをシャーレに移し，FilmTracerTM LIVE/DEAD Biofilm Viability Kit
により染色を行った．本キットは核酸を緑色蛍光染色する SYTO 9 と赤色蛍光染色する
propidium iodide (PI)からなり，前者は細胞膜を透過してすべての核酸を，後者は細胞膜透
Fig. 3-9  Image of cover glass experiment 
Cover glass was partially dipped into the R2A medium inoculated with R2 strain and 





による蛍光が減衰するため，結果的に生細胞が SYTO 9で染色され，死細胞が PIで染色
されたことになる．この SYTO 9および PIそれぞれ 3Lを 1000Lの滅菌水に混合した
ものを用意し，カバーガラスのバイオフィルム生成面へ 300L程度を滴下した．暗所で
30 min程度放置した後，純水で穏やかに 2 ~3回洗浄し，その後純水に浸した状態のもの
を共焦点レーザー走査型顕微鏡(CLSM)で観察した． 






微鏡 IX81仕様, Olympus社）を用いた． 
③ 解析～バイオフィルム膜厚の概算～ 
撮影した 2 次元画像のデータを元に，バイオフィルムの膜厚を概算した．また，出力
した 3 次元画像に対して 2 値化処理を行い，バイオフィルムの表面被覆率を算出した．
それぞれの方法については appendix Bに記した． 
3.6.2. 実験結果 
Fig. 3-10から Fig. 3-26に，CLSMにて撮影した画像の 3次元出力結果を示す．Fig. 3-10
からFig. 3-18までは水中に完全に浸漬した部分のカバーガラス表面の蛍光発光の観察結果
であり，Fig. 3-19から Fig. 3-26までは気液界面におけるカバーガラス表面の蛍光発光の観
察結果である．各図の左側は生細胞の結果を，右側は死細胞の結果を示しており，中央に
は z軸を縦軸としてバイオフィルム厚さの目安になるスケールを示した． 






































3-12 R2 wild type 72
3-13 120
3-14 24
3-15 R2 ΔahyI 72
3-16 120
3-17 24
3-18 R2 ΔahyI +C4-HSL 72
3-19 120
3-20 24
3-21 R2 wild type 72
3-22 120
3-23 24

















































Fig. 3-10 Biofilm formation of R2 wild type strain after 24 h incubation 
Fig. 3-11 Biofilm formation of R2 wild type strain after 72 h incubation 








































Fig. 3-14 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 72 h incubation 
Fig. 3-13 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 24 h incubation 








































Fig. 3-16 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 24 h incubation 
(C4-HSL initially added) 
Fig. 3-17 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 72 h incubation 
(C4-HSL initially added) 
Fig. 3-18 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 120 h incubation 








































Fig. 3-19 Biofilm formation of R2 wid type strain after 24 h incubation 
(gas-liquid interface) 
Fig. 3-20 Biofilm formation of R2 wid type strain after 72 h incubation 
(gas-liquid interface) 









































Fig. 3-22 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 24 h incubation 
(gas-liquid interface) 
Fig. 3-23 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 72 h incubation 
(gas-liquid interface) 









































Fig. 3-25 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 24 h incubation 
(gas-liquid interface, C4-HSL initially added) 
Fig. 3-26 Biofilm formation of R2 ΔahyI strain after 72 h incubation 

































Fig. 3-27 Estimated biofilm thickness in all conditions experimented in this study 
Calculation method is described in appendix B.  “int”, represents the result obtained from 
the biofilm formed on the gas-liquid interface of the cover glass.  Biofilm thickness was 
unable to evaluate in condition using R2 ΔahyI strain after 24 h incubation in bulk aqueous 
phase, due to the scarce formation of biofilm. 
Fig. 3-28 Estimated biofilm surface coverage in all conditions experimented in this study 












た．96穴プレートの試験では培養開始後 5 ~ 8 hにおいて顕著な QS制御の傾向を示してい
たが，本試験では試験開始から 120 h経過するまで AHL合成遺伝子破壊株の形成するバイ
オフィルムが抑制された結果となった．これは同じ静置系の試験でも付着基質の違いや系
のスケールの違いが影響した可能性がある．AHL合成遺伝子破壊株に外部から C4-HSLを
加えた条件では，72 hおよび 120 h経過後は R2野生株と同等程度のバイオフィルム形成量
を示したが，24 h経過後のバイオフィルム形成量のみが非常に高い結果となった（Fig. 3-16
参照）．24 hから 72 hが経過するまでの間に，形成されたバイオフィルムのうち，かなり
の部分が脱離してしまったようにみえる．24 h経過後のみ，R2野生株と AHL合成遺伝子
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第 1 章で述べたとおり，本研究室で活性汚泥より単離された AHL 分解細菌は大部分が
Acinetobacter属細菌であり，この細菌には AHL分解細菌としての報告例が少ない．そこで









































AHLアシラーゼは Ralstonia属細菌 XJ12B株の AiiD[3]， Pseudomonas aeruginosa PAO1
株の PvdQ[4]，Streptomyces 属細菌の AhlM[5]など，様々な酵素が報告されている．これら
の酵素はそれぞれ分解可能な化合物が異なり，たとえば AiiDは短鎖 AHL，長鎖 AHLを
両方分解可能だが，PvdQはアシル鎖の炭素が 8以下の AHLを分解することができない．





Fig. 4-1  Reactions of AHL degradation 





AHL合成細菌が AHLを介した QS 制御を行うことについては，細菌密度が低いときに
無駄な物質生産を抑制する省エネルギーの観点から合理的である．しかし，細菌が AHL
を分解する理由はよく分かっておらず，諸説考えられている．既往の研究[6]を基に，以下














る AhlD を生産するこの細菌は，AHL を唯一の炭素源として生育できることが報告され
ている[8]． 
場合によっては，複数の細菌の共存によって AHL が効果的に分解される例もある．V. 
paradoxus VAI-C株は AHLアシラーゼにより幅広い AHLを分解可能だが，分解生成物で
ある HSLについてはほとんど資化できず，HSLが高濃度になると逆に毒性を示し生育が





る AHL 濃度域が低いとはいえ，長い目で見れば環境中の AHL 総量は増加・蓄積されて













AHL 分解細菌による QS 不活性化の一例として，Bacillus thuringiensis と Erwinia 
cartovoraを共培養したときに，お互いの増殖を阻害することなく E. cartovoraの病原性発
現のみが抑えられたという報告がある[10]．E. cartovoraは 3OC6-HSLを介した QSにより
ペクチン分解酵素を産生し，植物の細胞壁を破壊するなどの毒性を発揮する．一方，B. 
thuringiensisは AHLラクトナーゼ活性を有し，これにより QSが阻害され，ジャガイモの
腐食が抑制されたとしている．E. cartovora の QS 阻害による腐食抑制は，Acinetobacter
属細菌 GG2株（ラクトナーゼ活性）や Burkholderia属細菌 GG4株（オキソリダクターゼ




その他，AHL 合成細菌と AHL 分解細菌を寒天培地上でストリーキングしたときに，
AHLレポーター株が応答しなくなることを示した例[12]や，AHL分解遺伝子を AHL合成
細菌に導入した際に，AHL 分解遺伝子のはたらきにより QS が抑制されることを示した
例（Table 4-1 参照）が存在する．これらは前述の共培養系と比較すると，遺伝子機能を
より直接的に評価した例である． 
AHL 分解細菌が他細菌の QS 不活性化を意図しているか否かについては，賛否両論が
存在する．例えば，AHL ラクトナーゼである AiiA は，AHL に対して特異的に作用する
が，AHL以外の物質（アシル鎖を持たないラクトン環や，ラクトン環のないエステル類）



























Table 4-1 Examples of AHL-degrading proteins and its QS inhibition 
 
 
Gene/protein Enzymatic activity QS strain QS inhibition effect References 
aiiA/AiiA AHL lactonase Burkholderia thailandensis reduction of swarming and twitching motility Ulrich[16] 
aiiA/AiiA AHL lactonase Erwinia amylovora impairment of EPS production Molina et al.[17] 
aiiA/AiiA AHL lactonase Pseudomonas aeruginosa decrease in production of elastase, rhamnolipids, 
hydrogen cyanide and pyocyanin 
inhibition of bacterial swarming 
Reimmann et al.[18] 
attM/AttM 
aiiB/AiiB 
AHL lactonase Erwinia carotovora subsp. 
atroseptica 
decrease in potato maceration Carlier et al.[19] 
aiiD/AiiD AHL acylase Pseudomonas aeruginosa decrease in swarming ability, elastase production, 
pyocianin production, and nematode paralyzation 










まず，活性汚泥より単離した各 AHL分解細菌を 4 mLの LB液体培地で定常期になるま
で 30°Cで一晩振とう培養した．これを体積比 1%で新しい LB液体培地へ移し，さらにAHL
を最終濃度 10 Mとなるように添加したものを用意し，振とう培養により AHL分解を開
始した．なお，長鎖 AHLとして C10-HSLを，短鎖 AHLとして C6-HSLを用いた．振とう




分だけペーパーディスクを並べ，各ディスク上に上記の残存 AHL測定用サンプルを 30 L
滴下した．これを 30°Cで一晩培養後，AHLレポーター株が産生した violaceinの半径を測
定し，各細菌の AHL分解量を定量した．なお，実験には AHL分解活性を持つことで知ら












Fig. 4-2  Image of remaining AHL detection by paper disk method 
Remaining AHL in the culture supernatant is quantified by the radius of violacein spot 




C6-HSLおよび C10-HSLに対する各 AHL分解細菌の活性測定結果を Fig. 4-3および Fig. 













































Fig. 4-3  C6-HSL degradability of AHL-degrading strains 
All of the tested strains exhibited relatively low degradability for C6-HSL. 
Fig. 4-4  C10-HSL degradability of AHL-degrading strains 




4.3. Ooi24株の AHL分解機構解析 
4.3.1. 緒言 
前述の通り，現在は 2種類の AHL分解機構が知られている．前節で強い AHL分解活性
を示した Ooi24株がどちらの分解機構を有するか（もしくは，全く新しい分解機構である
か）を確認するために，まず本節で AHL ラクトナーゼ活性の有無を調査した．ラクトン








培養開始から 0, 3, 6 h後の培養液を採取した． 
得られた溶液を遠心分離し上澄みを 2本のマイクロチューブに採取(90 L × 2)後，一方
には 1 N HCl (10 L)を，他方には滅菌水(10 L)を加え，冷蔵放置(4°C, 48 h)した． 
これらのサンプルについて，ペーパーディスク法で残存 AHL の評価を行った．方法は
4.2.2.節に記述したものと同様である．また，AHL レポーター株として VIR07 株を用い，




結果を Fig. 4-5に示す．B. cereusと Ooi24株の両方について，分解試験から 3 h経過時点





















4.4. Ooi24株の AHL分解遺伝子スクリーニング 
4.4.1. 緒言 
前節の結果より，Ooi24株の AHL分解機構がラクトナーゼではないことが分かった．し













Fig. 4-5  C10-HSL restoration degraded by B. cereus ATCC 14579 and Acinetobacter sp. Ooi24 
B. cereus is known to degrade AHL by AHL lactonase.  AHL once degraded is restored 
by acidification of the supernatant.  Ooi24 showed no AHL restoration after acidification, 






これに 10:1 TE溶液(4.5 mL)を加えボルテックス混合後，10% SDS (500 L)を加え転倒混






マイクロチューブに 10:1 TE (1 mL)を用意し，その中に巻き取った染色体を分散させた．
これに RNase (5L)を加え放置(37°C, 30 min)・RNAを分解した後，新しいマイクロチュ
ーブにこの処理液(200L)と滅菌水(250 L)および 10 x M Buffer (50L)を加え混合後，ブ
ロックインキュベーター(37°C)にセットした．この状態の溶液に制限酵素 Sau3AI (1 L)
を加えボルテックスすることで，染色体の切断・断片化を開始した．切断反応を開始後
1, 2, 3, 4, 5 min経過後の溶液を順次分取(100 L)し，あらかじめ用意しておいたフェノー
ル・クロロホルム(100 L)入りのマイクロチューブにそれぞれ投入し，ボルテックス混合
(10 sec)により反応を停止させた．これらの溶液を遠心分離後，上層の液を新しいマイク




30 min)・乾燥させた．その後，10:1 TE (25 L)を加え，マイクロミキサーを用いて撹拌(~ 
1 min)・染色体断片を溶解させた． 
上記の断片化染色体サンプルは 1%アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，エチジウ







切り出したゲルサンプルが入ったマイクロチューブに Binding Solution (500 μL)を入れ，ブ
ロックインキュベーターで加温(55°C)し，ゲルを溶解させた．これにMagnetic Beads (30 
μL)を加えボルテックス混合後，放置(RT, 2 min)した．この操作により染色体断片が
Magnetic Beadsに吸着される．その後，磁石スタンドを用いてMagnetic Beadsを磁気分離




ーにより乾燥(55°C, 5 min)させた．これに滅菌水(15 μL)を加え，マイクロピペッターを用
いて中身を混合した．これにより染色体断片が Magnetic Beads から水相へと移行する．
Magnetic Beadsを磁気分離しつつ，水溶液を新しいマイクロチューブに移し，これにクロ
ーニングベクターpUC118 BamHI (2 μL)と Ligation high Ver. 2 (8 μL)を加え混合し，ブロッ
クインキュベーターに放置(16°C, 1 h)・反応させた． 
③ 大腸菌への形質転換とプラスミドの抽出 
ディープフリーザーからコンピテントセル DH5α (100 μL)を取り出し，氷中で溶かした
(5 min)．これに②で調製したライゲーション反応溶液(10 μL)を投入し，氷中で放置(30 
min)した．その後，ブロックインキュベーターを用いてヒートショック(42°C, 50 sec)を行
い，LB液体培地(900 μL)を投入して培養(37°C, 1 h)を行った．このうち，一部(20 μL, 50 μL)
を LB寒天培地（IPTG (100 μM), X-gal (25 μg/mL), アンピシリン(100 μg/mL)，カッコ内は
いずれも最終濃度）へ接種し，一晩培養(37°C)を行った．残りの溶液(940 μL)は 2分割し，
それぞれ LB液体培地（アンピシリン 100 μg/mL）へ投入して一晩培養(37°C)した．培養
後の LB寒天培地を基にブルーホワイトアッセイを実施し，十分量の染色体断片がベクタ
ーに挿入されたことを確認（4.4.5.節にて詳述）後，LB液体培地の培養物よりプラスミド




前節で作製した pUC118 -遺伝子ライブラリープラスミド(1 μL)と pLUX28 - AHL合成遺
伝子入りプラスミド(1 μL)を大腸菌 DH5α (25 μL)へ形質転換し，LB寒天培地（IPTG (100 
μM), X-gal (25 μg/mL), Amp+, Cm+）へ接種し，一晩培養(37°C)を行った．96穴マイクロタ
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イタープレート中に LB寒天培地（IPTG (100 μM), Amp+, 200 μL/well)を固めたものを用意
し，先程培養してできた白コロニーを 1 つずつ各ウェルの上段に接種し，一晩培養(37°C)
した．翌日，AHLレポーター株を各ウェルの下段に接種し，再度一晩培養(30°C)した．96
穴プレートを用いた操作の図解を Fig. 4-6に示す．4.2.節の結果より，Ooi24株は長鎖 AHL
への分解活性を示すことから，AHLレポーター株には長鎖 AHLに応答して violaceinを生

























Fig. 4-6  Screening of AHL-degrading gene using 96-well plate 
Genomic library of Ooi24 and pLAS28, which contains lasI from PAO1, was transformed 
into E. coli.  Transformants as well as VIR07 was inoculated into LB agar medium 
prepared in 96-well plate as shown in the figure.  AHL degrading gene may possibly be 




















取得した遺伝子断片からは，両端に部分的な配列を持つ 2つの ORF (orf1, orf7)と，その
内側に全配列を含んだ 5つの ORF (orf2 ~ orf5)，計 7つの ORFを特定できた．このうち，
orf1 はエンドリボヌクレアーゼ，orf7 は一本鎖 DNA に特異的に作用するエキソヌクレア
ーゼと推定された．また，orf2, orf3, orf4はそれぞれ FMNレダクターゼ，AraCファミリー
の転写制御因子，アミダーゼであると推定された．orf5および orf6は IS4ファミリーのト
ランスポザーゼをコードしていると推定された．このうち，4つ目の ORFは脂肪族アミダ
ーゼ相同遺伝子 amiE であり，ヒドロラーゼ活性を有する．そこで，amiE の AHL 分解活
性を確認するために，上記の遺伝子断片から amiE のみを増幅してクローニングを行い，
分解活性の評価を行った． 
取得した遺伝子断片について，amiE を含む配列をカバーしたプライマー：5’-TAC TTG 
TTC GC AAT GTG TGA TGG CAC GC-3’および 5’-CCA CGT TTA TTG AGC AAT GTC CAA 
ACA ATG GG-3’を用意し，PCRで増幅した．電気泳動で目的の DNAバンドを分離した後，
これをライゲーションにより pGEM-Tに組み込み，コンピテントセル DH5αへ形質転換し
Fig. 4-7  Arrangement of predicted ORFs on the AHL-degradative clone 
Seven ORFs were identified from the gene fragment of AHL-degradative clone.  Filled 
arrow was identified as amiE gene, which showed similarities to amidase.  The 
incomplete ORFs, orf1 and orf7, showed similarities to endoribonuclease and 
single-stranded DNA-specific exonuclease, respectively.  Complete ORFs, orf2 and orf3, 
showed similarities to FMN reductase and an AraC-family transcriptional regulator, 





たもの）選択し，これを LB液体培地で前培養し，新しい LB液体培地(4 mL)に接種(40 μL)









































このうち，最も白コロニー数の多かった sample 2について考える．白コロニーは 70 μL
接種した中で計 154個であったため，溶液 1 μLあたり 154 ÷ 70 = 2.2個の白コロニー生成
が期待できる．形質転換後の溶液のうち，LB液体培地による培養に回したのは 940 μLで
あるため，940 μL × 2.2個 = 2,068個の白コロニー生成，つまり，最大 2,000種類以上の染
色体断片を保有したプラスミドの存在が期待できる．ここで，各染色体断片の大きさの平












Table 4-2 Number of colonies detected in the blue-white assay 
total
























4.5. AmiEの AHL分解機構解析 
4.5.1. 緒言 
前節で Ooi24株の AHL分解遺伝子スクリーニングを実施し，AHL分解遺伝子 amiEを特
定することができた．本節では，AmiEの AHLアシラーゼ活性調査を行う． 


























Fig. 4-8  Scheme of AHL acylation and the following dansylation 
Homoserine lactone (HSL) is produced by the acylation of AHL.  Dansyl chloride reacts 





amiEが挿入されたプラスミドとして，4.4.4.節の試験で得られた amiE - pGEM-Tのうち，




形質転換後のコロニーを LB液体培地(4 mL × 2, Amp+)で培養(37°C, 7 h)し，このうち 40 
μL を新しいLB液体培地（4 mL × 2, IPTG (1 mM), Amp+）へ接種して一晩培養(37°C)した．
これをプラスチックチューブに移し，遠心分離後，上澄みは廃棄してリン酸緩衝生理食
塩水(Phosphate Buffered Saline, PBS) (4 mL × 2)を加えた．ボルテックス混合により洗浄し，
遠心分離後，再度上澄みは廃棄して PBS (4 mL × 2)を加えた．これをボルテックス混合し
たものを 6本のスクリューチューブへ分注(1 mL/本)し，各チューブに Table 4-3に示す量
の物質を添加して振とう培養(30°C, 6 h)を実施した． 
③ ダンシル化反応と HPLC分析 
AHL分解反応後の溶液は遠心分離し，上澄みを採取(150 μL)した．これに飽和ホウ砂溶
液(150 μL)を加え，さらにダンシルクロリド・アセトン溶液(初期濃度 4 mg/mL, 300 μL)を
加えた．これをボルテックス混合後，ブロックインキュベーターで反応(40°C , 60 min)さ
せた．反応後の溶液を HPLCで分析した．HPLC分析条件については Table 4-4に示した． 
 
4.5.3. 実験結果と考察 
HPLC による分析結果を Fig. 4-9 および Fig. 4-10 に示す．Fig. 4-9 は大腸菌 BL21 に
pGEM-T を導入したときの結果であり，Fig. 4-10 は pGEM-amiE を導入したときの結果で
ある．AHLの代わりに HSL標準物質を添加したサンプルでは，Fig. 4-8のダンシル化反応


































plasmid 3OC10-HSL HSL -
(DMSO) (DMSO) (DMSO)
amount [μL] 5 5 5
final conc. [μM] 500 500 -
amount [μL] 5 5 5
final conc. [μM] 500 500 -
pGEM-T easy
pGEM-amiE
Table 4-3 Substances added to the PBS-washed Ooi24 prepared for 
AHL acylase activity investigation 
Table 4-4 Analytical conditions of HPLC for detection of dansylated product 
Instrument HPLC 2000 series (Jasco, Tokyo, Japan)
Column Mightysil RP-18GP column 4.6 mm x 250 mm (5 μm)
Mobile phase H2O : CH3CN : CH3COOH = 75 : 25 : 0.05 (v/v/v)
CH3CN 0% (0 ~ 2.5 min), 0 ~ 100% (2.5 ~ 7.5 min),
100% (7.5 ~ 10 min)
Flow rate 2.0 mL/min
Injection volume 20 μL
Column temperature at room temperature


































Fig. 4-9  HPLC analysis of dansylated product from culture supernatant of pGEM-T  
harboring E. coli 
Fig. 4-10 HPLC analysis of dansylated product from culture supernatant of pGEM-amiE 








系統樹は近隣結合法に基づき，Clustal W program of the MEGA (version 6) package を用いて
作成した．既知の AHLアシラーゼとして Ralstonia sp. XJ12B株の AiiD[3], Streptomyces sp. 
M664株の AhlM[5], P. aeruginosa PAO1株の PvdQ[21], Shewanella sp. MIB015株の Aac[22], P. 
aeruginosa PAO1 株の PA0305[23], Anabaena sp. PCC7120 株の AiiC[24]および P. aeruginosa 
PAO1株の QuiP[25]を対象とした．また，既知の AmiE相同タンパク質として，Azospirillum 
sp. B510 (AmiE-Az)および Amycolatopsis orientalis HCCB 10007 (AmiE-Am)を対象とした．作
成した系統樹を Fig. 4-11に示す． 



















Fig. 4-11 Phylogenetic tree of AHL acylases based on the amino acid sequences 
Phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method with the Clustal W 
program of the MEGA (version 6) package.  Amino acid sequences of AiiD, AhlM, 
PvdQ, Aac, PA0305, AiiC, QuiP, and AmiE, from this study, were applied as known AHL 
acylase.  In addition, homologues of AmiE from Azospirillum sp. strain B510 and 
Amycolatopsis orientalis HCCB10007 were also selected for analysis. 
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明している 8 種を含めた計 11 種の Acinetobacter 属細菌について，近隣結合法により 16S 




とが確認された．さらに，amiE を有する 3 種の菌株について，amiE の上流および下流の




に，AmiE のアミノ酸配列は他の Acinetobacter 属細菌のアミダーゼファミリータンパク質
との類似性はなく，-プロテオバクテリア門に属する Thalassolituus oleivorans MIL-1 株




























Fig. 4-12 Neighbor-joining trees of the 16S rRNA gene sequences obtained for Acinetobacter strains 
Fig. 4-13 Arrangement of predicted ORFs in the upstream and downstream regions of amiE genes 
in the genome of amiE-possessing Acinetobacter strains 
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4.7. AmiEの各種 AHLに対する分解活性 
4.7.1. 緒言と実験方法 
前節ではC10-HSLを用いてAmiEがAHLアシラーゼであることを確認した．本節では，
種々の鎖長・側鎖の AHLに対する AmiEの AHL分解活性を評価することを目的とする． 
実験としては，AHL 分解試験までは 4.5.2.節の①，②と同様の操作を行った．ただし，















C6-HSL ~ C12-HSLに対する AmiEの分解活性の結果を Fig. 4-14に，それらの 3-oxo体に






の AHLアシラーゼである Aac, PvdQ, AhlM, QuiPとも同様の傾向である[28]． 
 
 
added substance amount final conc. sampling time
[μL] [μM] [min]
C6-HSL 0, 150, 300, 450
C8-HSL 0, 150, 300, 450
C10-HSL 0, 30, 60






202 0, 150, 300, 450




























Fig. 4-14 Degradation rate of AHLs by AmiE 
Fig. 4-15 Degradation rate of 3-oxo-AHLs by AmiE 
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4.8. P. aeruginosaのエラスターゼ活性への AmiEの影響 
4.8.1. 緒言と実験方法 
本節では，AHL 合成細菌に amiE 遺伝子を導入したときの，AmiE の AHL 分解による
QQ (Quorum Quenching)の確認を行った．QQ用のモデル細菌として Pseudomonas aeruginosa 
PAO1株を選定した．P. aeruginosaは LasIおよび RhlIを介して，それぞれ 3OC12-HSLお
よび C4-HSLを QSシグナル物質として合成しており，このうち 3OC12-HSLを介した QS
によって，病原性にかかわるエラスターゼ活性を制御している[29]．そこで，本節では amiE
を組み込んだプラスミドを有する P. aeruginosa のエラスターゼ活性を確認することで，
AmiEが細菌内で生産された AHLを分解し QQを示すかどうか確認を行った． 
① pBBR1-amiEプラスミドの作製 
まず，Ooi24株の染色体から amiE配列を増幅させた．プライマーには 5’-TCT AAG CTT 
CCG ATC ATG AGC TTC AAT ATT GCA CC-3’および 5’-TCT GGA TCC TCG TCA ATC AAT 




なお，ポジティブコントロールとして，Solibacillus silvestris StLB046株由来の AHLラ
クトナーゼ遺伝子 ahlSを選定し，pBBR1-ahlSを作製した[30]．また，ネガティブコントロ
ールとして，pBBR1MCS5を用いた． 
② P. aeruginosa PAO1株への導入 
pBBR1MCS5, pBBR1-ahlS, pBBR1-amiEそれぞれの P. aeruginosa PAO1株への導入はエ
レクトロポレーションにより行った[31]．まず，P. aeruginosaを LB液体培地(4 mL)で培養
し，坂口フラスコに用意した LB 液体培地(100 mL)で本培養を行った．OD600の値が 0.4
前後になったところで，これを分取(40 mL)し遠心分離後，上清を除去した．これに 300 mM
スクロース水溶液(40 mL)を加えてボルテックス後，再び遠心分離し，上清を除去した．
さらに同スクロース水溶液を 20 mL加え，同様の操作を行った．得られた沈殿物に同ス
クロース水溶液 600 μLを加え，ボルテックス後，これを 100 μLずつ分取し，それぞれに
pBBR1MCS5, pBBR1-ahlS, pBBR1-amiEのプラスミド溶液 2 μLを加えた．これを電極間隔
2 mmのエレクトロキュベットに入れ，パルス電流を流した．直後にこの溶液をマイクロ
チューブに移し，LB液体培地(900 μL)を加えてインキュベーター中で放置した(30°C, ~24 
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h)．これを LB寒天培地（ゲンタマイシン 100 μg/mL）にて培養し，生育したコロニーを
プラスミド導入後の PAO1株として採取した． 
③ エラスターゼ活性試験 
プラスミド導入後の PAO1 株を LB 液体培地で前培養し，新しい LB 液体培地へ 1%濃
度で接種した．これに IPTG(1 mM)を加え，15 hの振とう培養を行った．培養物の OD600
を測定後，遠心分離し，上澄みを採取(600 μL)した． 




Congo Red, ECR)アッセイによって評価した[23]．まず，上澄み(100 μL)に ECR (20 mg)およ
び ECRバッファ(100 mM Tris, 1 mM CaCl2, pH 7.5, 900 μL)を加え，振とう培養を行った(4 




エラスターゼ活性の測定結果を Fig. 4-16に示す．実験は n=3で実施し，その標準偏差を




は，P. aeruginosaが生産する 3OC12-HSLおよび C4-HSLの両方が検出されたが，他の 2つ
のサンプルからはいずれも検出されなかった．AmiE に関しては C4-HSL の分解活性がな
いにもかかわらず C4-HSL も検出されなかったが，これは C4-HSL を生産するための rhl
系 QS が，3OC12-HSL 存在下で活性化する lasR 遺伝子により制御されている[32]ためであ
ると考えられる．過去の研究における AHLアシラーゼ PA0305についても 50%以上のエラ

























解活性が比較的大きい Acinetobacter 属細菌 Ooi24 株について分解機構解析を実施した．ま
ず，既知の AHL分解機構のうち，AHLラクトナーゼ活性の有無について確認を行い，Ooi24





分解活性を示すことが分かった．しかし，AmiE はこれらの AHL アシラーゼと近縁である
が，異なるサブファミリーであるアミダーゼファミリーに属することが分かった．P. 
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A. 第 3章 シクロデキストリンを用いたバイオフィルム形成抑制試験 
A.1. 概要 
本研究グループでは Quorum Quenching (QQ)のひとつの手法として，シクロデキストリ









シクロデキストリン(Cyclodextrin, CD)は 5個以上の D-グルコースが α-(1,4)グルコシド結
合によって結合し，環状構造を形成したオリゴ糖の一種である．グルコースが 6個，7個，














Property α-Cyclodextrin β-Cyclodextrin γ-Cyclodextrin
Number of glucopyranose units 6 7 8
Molecular weight [g/mol] 972 1135 1297
Solubility in water at 25°C [g/100 mL] 14.5 1.85 23.2
Outer diameter [Å] 14.6 15.4 17.5
Cavity diameter [Å] 4.7 ~ 5.3 6.0 ~ 6.5 7.5 ~ 8.3
Height of torus [Å] 7.9 7.9 7.9
Cavity volume [Å3] 174 262 427
Table A-1 Property of cyclodextrin 
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A.3. CDによる AHLの包接化 
本研究グループでは，α-CD および β-CD が AHL のアシル鎖を包接し，水溶液中で
AHL-CD複合体を形成することを確認している[2, 3]．Fig. A-1は CDによる AHL包接形態
を模式的に示したものである．既往の研究によると，天然（非修飾）の β-CD を加えるこ
とにより，Chromobacterium violaceum CV026株の violacein生産および Serratia marcescens 











実験方法は第 3 章の 96 穴マイクロタイタープレートを用いたバイオフィルム定量試験
と同様であるため，詳細な実験手順はそちらを参照されたい．簡潔な実験方法は以下に記
す．菌体として R2株と AHL合成遺伝子破壊株を用い，それぞれについて α-CD, β-CD, γ-CD
を最終濃度 10 mMとなるように添加した R2A液体培地を用意した．さらに AHL合成遺伝
子破壊株を用いた条件のうち，一部については C4-HSLを最終濃度 10 μMとなるように添
加した．以上の実験条件はTable A-2に示した．これを 96穴プレートに 100 μLずつ分注し，









































Bacterial strain CD addition AHL addition
R2 wild type - -
R2 ΔahyI - -
R2 ΔahyI - +C4-HSL (10 μM)
R2 wild type +α-CD (10 mM) -
R2 ΔahyI +α-CD (10 mM) -
R2 ΔahyI +α-CD (10 mM) +C4-HSL (10 μM)
R2 wild type +β-CD (10 mM) -
R2 ΔahyI +β-CD (10 mM) -
R2 ΔahyI +β-CD (10 mM) +C4-HSL (10 μM)
R2 wild type +γ-CD (10 mM) -
R2 ΔahyI +γ-CD (10 mM) -
R2 ΔahyI +γ-CD (10 mM) +C4-HSL (10 μM)
Fig. A-2  Biofilm formation of Aeromonas hydrophila under presence of cyclodextrins 
Effect of α, β, and γ-CDs toward biofilm formation was investigated using 96-well plates.  
All three types of CDs, especially β-CD, reduced biofilm formation after 24 h incubation, 
but had no effect by the addition of C4-HSL, implying that the addition of CD has some 
biofilm reduction mechanisms other than QQ. 
Table A-2 Experimental conditions 
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A.6. 備考 ～CDの添加と菌体増殖～ 
本論文第 3章の実験では，R2野生株について，その AHL合成遺伝子破壊や C4-HSL添
加による菌体増殖への影響の確認を行った．本実験においても，CDの添加による R2野生
株の菌体増殖への影響を確認した．実験方法，評価方法は本論文第 3章（3.4.3.節）に示し
た手順と同様である．α-CD, β-CD, γ-CDを添加したときの結果をそれぞれ Fig. A-3, Fig. A-4, 
Fig. A-5に示す．α-CDは増殖に影響を与えなかったものの，β-CDおよび γ-CDではそれぞ
れの添加量に比例して増殖率が増加した．一般的には CD が菌体増殖に影響を与えること





















































Fig. A-3 Bacterial growth of R2 wild type strain under presence of α-CD 
Fig. A-4 Bacterial growth of R2 wild type strain under presence of β-CD 
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B. 第 3章 バイオフィルム膜厚および表面被覆率の概算 
B.1. 概要 
本論文第 3章において，共焦点レーザ走査型顕微鏡(CLSM)によるバイオフィルム測定を













変えながら 50 枚の 2 次元画像を撮影し，積層して表示している．各 2 次元画像より，そ
の画像における発光強度別の頻度を示したヒストグラムを出力することが可能である．一
例として，R2野生株をカバーガラス上で 120 h培養した条件におけるバイオフィルム観察
結果(Fig. 3-12)について，元の積層画像を Fig. B-1に，そのうちの 1つについての発光強度
ヒストグラムを Fig. B-2にそれぞれ示す． 
ここで，Fig. B-2に着目すると，最も発光強度が強い”Intensity = 4096”の頻度，および発





代表しうるとみなし，各 2次元画像における同様のヒストグラムより”Intensity = 4096”の頻




果を示す．縦軸の画像枚数は Fig. B-3左側の 2次元画像と概ね対応している．この 50枚を
撮影する間の z軸走査距離は Fig. 3-12に示したとおり 122.50 μmであることから，縦軸を




























Fig. B-1  Biofilm formation of R2 wild type strain after 120 h incubation 
~ 50 pictures of 2-dimensional images before synthesizing 3-dimensional image ~ 
Each picture was taken successively from top to the bottom of biofilm.  A, B, and C 
approximately indicates aqueous phase, biofilm phase, and cover glass respectively, as 

































Fig. B-2  Histogram of emission intensity in a certain 2-dimensional image 
Frequency of maximum intensity (x = 4096) was selected for further analysis, 
since the data may sufficiently represent the biofilm (or cell density) information 
in the 2-dimensional image. 


































Fig. B-4  Estimation of biofilm thickness 
(A) Data of Fig. B-3 with vertical axis converted to the depth profile.  (B) Second order 
differential value derived from A.  (C) Moving average deviations derived from B, for the 
purpose of smoothing.  Two adjacent data were used for calculation.  Peak-to-peak 





グラフを Fig. B-5から Fig. B-10に，表面被覆率算出に用いた元画像およびその 2値化処理
後の画像を Fig. B-11から Fig. B-16に示す．前者の一連のグラフから得られたピーク値お
よびそこから導出されたバイオフィルム膜厚値を Table B-1に，後者の一連の画像から得ら



































Fig. B-5  Thickness estimation of biofilm formed by R2 wild type strain incubation 
(A) ~ (C) Results after 24 h incubation.  (D) ~ (F) Results after 72 h incubation.  (G) ~ (I) 

































Fig. B-6  Thickness estimation of biofilm formed by R2 ΔahyI strain incubation 
(A) ~ (C) Results after 24 h incubation.  Biofilm thickness was unable to evaluate in this 
condition.  (D) ~ (F) Results after 72 h incubation.  (G) ~ (I) Results after 120 h 

































Fig. B-7 Thickness estimation of biofilm formed by R2 ΔahyI strain incubation 
(C4-HSL initially added) 
(A) ~ (C) Results after 24 h incubation.  (D) ~ (F) Results after 72 h incubation.  (G) ~ (I) 

































Fig. B-8  Thickness estimation of biofilm formed by R2 wild type strain incubation 
(gas-liquid interface) 
(A) ~ (C) Results after 24 h incubation.  (D) ~ (F) Results after 72 h incubation.  (G) ~ (I) 

































Fig. B-9  Thickness estimation of biofilm formed by R2 ΔahyI strain incubation 
(gas-liquid interface) 
(A) ~ (C) Results after 24 h incubation.  (D) ~ (F) Results after 72 h incubation.  (G) ~ (I) 


























Fig. B-10 Thickness estimation of biofilm formed by R2 ΔahyI strain incubation 
(gas-liquid interface, C4-HSL initially added) 
(A) ~ (C) Results after 24 h incubation.  (D) ~ (F) Results after 72 h incubation.  Details 

































Fig. B-11  3-dimensional images of biofilm formed by R2 wild type strain obtained for surface 
coverage analysis 
(A) Result after 24 h incubation.  (C) Result after 72 h incubation.  (E) Result after 


































Fig. B-12  3-dimensional images of biofilm formed by R2 ΔahyI strain obtained for surface 
coverage analysis 
(A) Result after 24 h incubation.  (C) Result after 72 h incubation.  (E) Result after 


































Fig. B-13 3-dimensional images of biofilm formed by R2 ΔahyI strain (with 
C4-HSL initially added) obtained for surface coverage analysis 
(A) Result after 24 h incubation.  (C) Result after 72 h incubation.  (E) 
Result after 120 h incubation.  (B), (D), and (F) are binarization images of 

































Fig. B-14  3-dimensional images of biofilm formed by R2 wild type strain 
obtained for surface coverage analysis (gas-liquid interface) 
(A) Result after 24 h incubation.  (C) Result after 72 h incubation.  (E) 
Result after 120 h incubation.  (B), (D), and (F) are binarization images 

































Fig. B-15  3-dimensional images of biofilm formed by R2 ΔahyI strain obtained 
for surface coverage analysis (gas-liquid interface) 
(A) Result after 24 h incubation.  (C) Result after 72 h incubation.  (E) 
Result after 120 h incubation.  (B), (D), and (F) are binarization images 

































Fig. B-16  3-dimensional images of biofilm formed by R2 ΔahyI strain obtained 
for surface coverage analysis (gas-liquid interface, C4-HSL initially 
added) 
(A) Result after 24 h incubation.  (C) Result after 72 h incubation.  (B) 
































Table B-1 Result of biofilm thickness estimation 
Peak derived from calculation in Fig. B-5 ~ Fig. B-10 was applied for biofilm thickness 
estimation.  Results are represented in bar graphs in Fig. 3-27 (Chapter 3). 
bulk int bulk int bulk int
24 h peak 1 67.64 82.33 83.55 105.43 103.45
peak 2 27.85 47.80 40.43 44.73 35.67
distance 39.8 34.5 43.1 60.7 67.8
72 h peak 1 73.22 96.59 52.82 79.18 78.32 90.88
peak 2 40.15 45.28 19.62 31.67 38.10 35.80
distance 33.1 51.3 33.2 47.5 40.2 55.1
120 h peak 1 78.40 104.78 59.54 68.27 75.26
peak 2 41.65 49.48 28.67 7.59 37.63
distance 36.8 55.3 30.9 60.7 37.6
[μm]
R2 wild type R2 ΔahyI R2 ΔahyI +AHL
bulk int bulk int bulk int
24 h white pixels 89829 91667 5522 144136 175416 175251
total pixels 176039 176039 176039 176039 176039 176039
coverage 51.03% 52.07% 3.14% 81.88% 99.65% 99.55%
72 h white pixels 162224 175522 3895 116336 107745 175853
total pixels 176039 176039 176039 176039 176039 176039
coverage 92.15% 99.71% 2.21% 66.09% 61.21% 99.89%
120 h white pixels 142616 175986 93348 175893 172109
total pixels 176039 176039 176039 176039 176039
coverage 81.01% 99.97% 53.03% 99.92% 97.77%
R2 wild type R2 ΔahyI R2 ΔahyI +AHL
Table B-2 Result of surface coverage analysis 
Number of white pixels in binarized images of Fig. B-11 ~ Fig. B-16 was divided by 
total pixels to calculate the surface coverage.  Results are represented in bar graphs in 
Fig. 3-28 (Chapter 3). 
